ESTUDO DE ALGUNS FATORES CONDICIONANTES DA
FIXACAO ESPECIFICA DE LEVEDURAS
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SUMARIO: Utilizando-s¢ 3 amostras de leveduras psicrofobicas: Torulopsis pintolopesii, Torulopsis bovina e
Candida slooffii foram realizadas experiéncias visando a determinacdo dos possiveis fatores condicionantes da
especificidade destas leveduras para determinados hospedeiros. Estes fatores parecem estar relacionados as exigéncias
nutritivas das amostras, apresentando interesse no estudo da associacao ecoldgica.

Nao foram detectados fatores estomacais determinantes da especificidade para o hospedeiro, observada em
algumas amostras, embora ndo estejam excluidos fatores nutricionais presentes em areas mais distais do trato
dlgestlvo Alguns resultados sobre a viabilidade de leveduras em presenca de soros animais sugerem que fatores
sericos podem ser importantes na fixa¢io de microrganismos nos animais hospedeiros.

RAVASSOS e Cury (1971) estudaram a bio-
logia de um grupo de leveduras termofilas
(psicroiobicas) originalmente descritas por
VAN UDEN e cols. como sapréfitas obrigaté-
rios de animais de sangue quente. Dentre as es-
peécies consideradas, incluem-se: Torulopsis pin-
tolopesii, encontrada no trato digestivo de ratos
e outros pequenos roedores; Candida slooffii
isolada de cavalos e porcos e Torulopsis bovina,
apresentando eletividade para o gado bovino e
para o trato intestinal de porcos.

Tendo em vista que a especificidade para o
hospedeiro, estd aparentemente relacionada
com as exigencias nutritivas, o estudo deste gru-
po de leveduras assume interesse todo especial
na compreensdo da associacdo ecologica. As
principais caracteristicas nutricionais e bioqui-
micas importantes para a caracterizacio das di-
versas espécies s3o:

Candida slooffii — incapacidade de utilizacdo
de 4dcido glutimico como anica fonte de N;
inibi¢ao pelo acido glutamico e reversdo pelo

1 Entregue para publicacio em 9 de setembro de 1974.

acido aspartico; sensibilidade a associacdo citra-
tometais; inibi¢io pela colina a 37°C e exigén-
cia de colina, leucina e metais a 43°C; exigéncia
de inositol € outras vitaminas do complexo B
(Travassos e Mendonga, 1972; Roitman et al,
1969).

Torulopsis pintolopesii — exigéncia de coli-
na, incapacidade de incorporac¢ao de colina exo-
gena em lecitina e excre¢io de produtos resul-

tantes do metabolismo de colina (Cruz e Tra-
vassos, 1970).

Torulopsis bovina — exigéncia de colina e
carnitina; sintese deprimida de ergosterol € ou-
tros esterois metilados; incapacidade de reten-

¢ao de camitina formada endogenamente (Tra-
vassos & Sales, 1974; Lima et al, 1970).

No presente trabalho s3o investigados possi-
veis fatores condicionantes da seletividade na
distribui¢@o ecologica destes microrganismos.

Tomando como exemplo, T. pintolopesii e
observando sua incidéncia no aparelho digestivo
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de camundongos, é possivel estudar através de
técnicas adequadas, alguns dos fatores que con-
dicionariam a maior incidéncia de 7. pintolo-
‘pesii nestes animais, bem como a exclusio de
outras leveduras.

As relacoes entre estas leveduras psicrofo-
bicas e os hospedeiros poderiam ser estudadas
igualmente do ponto de vista imunologico, sen-
do que uma possibilidade de exclusdo da tlora
heterologa seria a presenc¢a de anticorpos natu-
rais contra determinados tipos de saprofitas
obrigatorios.

O equilibrio biologico, determinado possivel-
mente pelas inter-relagdes bioquimicas entre
-microrganismos e destes com seus hospedeiros
naturais, deve ser um fator decisivo no estabele-
cimento de uma especificidade da flora leve-
duriforme para cada hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Amostras utilizadas: Candida slooffii n.© 2419,
Torulopsis pintolopesii n.© 3084 e Torulopsis bovina

n.0 2778, recebidas do Centraalbureau voor Schimmel-
cultures (CBS).

Meio de cultura — para a manutencao das amostras,
foram feitos repiques quinzenais, exceto para C. sloo-
ffii, para a qual foram teitos repiques mensais, utilizan-
do-se o seguinte meio (g%):

Peptona ......... .. ... . .. ... . ., 1,0
Extratodelevedura .................... 0,5
GlHCOSE . . .o e 2,0
ABar ... e ... 1,5
pH 6,5

Incubacio: 37°C/24 horas.

Para as experiéncias de crescimento foi utilizado o
seguinte meio sintéetico (g%):

Glicose . .. . . e e, 2,0
L-asparagina ...............c..... 0,1
KHyPOq4 ... ... ... il . 0,05
MgSO4 7THHO ................. . 0,05
NaCl ........ ... 0,01
Biotina ........... .00 .e'iiei... 0,000002
Pantotenatodecalcio ............. 0,2
Tiamina HCl .................... 0,2
Pindoxina HCl ................... 0,2
Ac. nicotinico ............. .. .... 0,2
Inositol . ... ... ... .. 0,001

Preparo de inocuio — Em todas as experieéncias, o
inoculo foi preparado a partir de culturas crescidas a
37°C/24 h, no meio de manutencdo. A suspensio para
o inoculo foi preparada cm solugdo fisiologica e uma
gota de pipeta Pasteur 161 inoculada nos diversos siste-
mas.
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Preparo do material — Nas experiencias com as fra-
¢Oes estomacais, foram utilizados camundongos da
mesma raca, pesos aproximados e que haviam recebido
dieta normal.

ApOs necropsia, foi retirado o estomago e separa-
das as partes glandular (secretora) e nao glandular (nao
secretora). Destas duas partes foram tomadas as por-
cOes referentes ao extrato, lavagem e conteudo do
‘““‘saco’’ estomacal, as quais foram adicionadas ao meio
sintético em diferentes concentragoes. ApoOs incuba-
¢ao a 37°C/48 horas foi observado o crescimento,
através leituras em fotocolorimetro Klett-Summerson
(540 mut).

Para a avaliacdo da viabilidade, foram também utili-
zadas as fracOes estomacais ja citadas, recolhidas em
liquido de Ringer. Destes sistemas eram retiradas as
amostras para plaqueamento em meio de manutengao
em diferentes espacos de tempo, a saber: 0, 1, 3 e 24
horas. Estas placas eram também incubadas a
37°C/48 h, ap0s o que foi feita a contagem das colo-
nias.

Nas experiéncias, visando o estudo de anticorpos
eventualmente impeditivos, do desenvolvimento de
microrganismos, foram elaborados sistemas com meilo
sintético adicionado de diversos soros em dilui¢oes de
1:500; soro de cavalo, camundongo, rato, coelho,
cobaio e carneiro. Apos incubacio (37°C/48 h) foram
feitas leituras de crescimento. Paralelamente tambem
foram feitas placas para contagem de colonias e avalia-
cdo de viabilidade das amostras em presenca dos dife-
rentes soros, da mesma forma descrita anteriormente.

RESULTADOS

Conforme pode ser observado nos graficos,
0os materiais ensaiados estimulam o crescimento
das amostras utilizadas em meios de cultura
adequados indicando que, se existem inibidores
metabolicos estes ndo podem ser demonstrados
quando adictonados juntamente com o restante
de substancias presentes nos materiais origina-
rios do estomago e do meio de cultura. Aparen-
temente n3o se estabeleceram condi¢Oes de
“imbalance” nutricional (Travassos e Men-
don¢a, 1972) para o qual C slooffii mas nao T.
pintolopesii é sensivel.

As curvas de viabilidade foram feitas levando
em conta a proveniéncia do material, se da par-
te secretora ou nao secretora do estomago. Os
resultados mostraram que suspensdes em liqui-
do de Ringer tornavam-se inviaveis mais rapida-
mente na preserica dos matenais ensaiadcs do
que nos controles. Contudo o grau de inativa-
¢do foi ignalmente intenso em todas as amosiras
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AVALIACAO DO CRESCIMENTO EM PRESENCA DE DIFERENTES SOROS
(Leituras em Unidades Klett)
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| AMOSTRAS 2778 3034 2419

Soro de cavalo
S/adicdo

0,1ml

0,2ml

0,5ml

1,0ml

2,5ml

Soro de camundongo
S/adicao

0,1ml

0,2ml

0,5ml

1,0ml

2,5ml

Soro de rato
S/adicao
0,1ml

0,2ml

0,5ml

1,0ml

2,5ml

Soro de cobaio
S/adicao

0,1ml

0,2ml

0,5ml

1,0ml

2,5ml

Soro de coelho
S/adi¢do

0,1ml

0,2ml

0,5ml

1,0ml]

2,5ml

Soro de carneiro
S/adi¢do

0,1ml

0,2int

0.5mi

1,0ml

2,5ml

165
165
175
130
200
240

170
160
165
170
176
180

237
210
191
194
1385
143

234
200
204
210
172
154

160
125
168
180
194
145

150
160
189
140
152
135

170
235
240
240
245
250

186
204
194
200
204
201

206
214
210
213
200
153

216
198
220
202
203
164

150
210
208
210
155
135

180
168
172
202
198
148

140
140
140
160
170
200

110
125
117
124
140
180

210
203
215
272
221
163

200
203
198
230
223
168

115
110
108
102
118
135

118
141
126
131
124
132




AVALIACAO DA VIABILIDADE EM PRESENCA DE DIFERENTES SOROS (% DE VIAVEIS)

TEMPO
AMOSTRAS

Soro de cavalo
Sem adi¢do
0,2ml

0,5ml

1,0ml

Soro de camundongo
Sem adi¢do
0,2ml
0,5ml
1,0ml

Soro de coelho
Sem adicao
0,2ml

0,5mli

1,0ml

Soro de cobaio
Sem adic¢ao
0,2ml

0,.5ml

I,0mi

Soro de carneiro
Sem adic¢do
0,2ml

0,5Sml

1,0ml

Sorc de rato
Sem adig¢do
0,2ml

0,5ml

1.0ml

3084

90
76
89
96

82
92
98
80

91
66
71
79

86
33

83
80

73
57
35
71

76
73
76
IR

1h
2419

84
92
46
66

71
73
45
93

477
68
70
71

94
88
80
64

33
77
72
70

82
78
86
86

2778

87
95
74
94

72
83
90
96

56
54
45
54

87
82
30
98

79
82
87
75

90
91
67
79

3084

66
33
61
19

42
74
98
63

83
41
477
49

67
69
71
69

71
33
50
56

61
83
71
71

3h
2419

66
31
26
57

49
59
34
535

43
52
57
57

82
72
69
76

39
36
35
46

30
60
64
63

2778

73
88
69
90

62
59
74
835

72
62
48
48

81
66
72
69

68
76
82
69

80
90
36
79

3084

38
44
4]
23

48
35
30
20

53
56
56
60

63
54
47
38

38
38
35
34

24h
2419

33
56
21

30

21
25
25
19

31
36
29
28

44
37
32
30

25
19
18
28

37
33
37
30

2778

10
10

37

12
16
31
32

35
42
32
21

34
32
37
36

47
53
49
45

30
28
26
14
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de leveduras estudadas, indicando que ndo exis-
te uma especificidade de acdo para a levedura
heterologa (p/ex.: C slooffii), em rela¢do ao
hospedeiro.

Nao houve, por outro lado, diferenca entre o
material da parte secretora e nic secretora do
estomago, o que poderia ser esperado, tendo em
vista as experiéncias de Savage sobre distribui-
¢ao na mucosa, de leveduras (7. pintolopesii) e
de Lactobacillus (Savage, 1970).

Estas experiéncias sugerem ainda que fatores
outros como equilibrio bioldgico sejam mais
importantes na fixa¢do ou elimina¢io de uma
determinada levedura. Foram feitas entdo expe-
riencias visando a determmina¢do da acdo de anti-
COTpOs naturais contra estas amostras.

Como pode ser visto nas tabelas, o resultado
das experiéncias com os diferentes soros, pode
ser assim sintetizado:

Soro de cavalo — aparente inexisténcia de
anticorpos naturais ou outros fatores contra as
amostras em estudo.

Soro de camundongo — com C. slooffii
houve um incremento da populacio propor-
cional a adi¢do de soro, sugerindo a presenca
provavel de um fator estimulante. Para as de-
mais amostras nao se verificou estimulo.

Soro de rato — para T. bovina houve uma

pequena diminui¢do no crescimento; para 7. -

pintolopesii e C. slooffii houve inicialmente um
pequeno incremento do crescimento com baixa
concentracdo de soro. Se considerarmos neste
caso, a presenca de um fator estimulante, este
passa a ter seu efeito anulado ao atingir uma
determinada concentracio de soro.

Soro de cobaio — C. slooffii apresentou um
maximo de crescimento com pequenas concen-
tracOes de soro e 7. bovina apresentou um cres-
cimento inversamente proporcional a adi¢do do
SOTO.

Soro de coelho e de cameiro — resultados
analogos aos apresentados para soro de cobaio,
1sto €, aumento acentuado do crescimento com
pequenas concentra¢Oes, logo seguido de uma
baixa de crescimento.

DISCUSSAO

Nao conseguimos demonstrar no presente
trabalho a presenga de inibidores metabolicos,
nos extratos e liquidos de lavagem de estdmago
de vdrias espécies animais, que fossem ativos
contra tipos de leveduras heterdlogas. E possi-
vel que tal se dé em vista de fatores ecoldgicos
presentes em outras areas do trato digestivo ani-
inal. Se tal fosse o caso, fica excluido o estd-
mago como primeira etapa seletiva na implan-
tagdo destas leveduras. De fato, o sitio da distri-
buicao seletiva de C. slooffii é o ceco de porcos
e cavalos. T. pintolopesii é encontrada em varias
areas do trato digestivo de roedores, possivel-
mente sem haver preferéncia de localizacio. T.
bovina é igualmente isolada do ceco de bovinos.
Esta distribui¢@o indica, possivelmente, que no
hospedeiro normal alguma seletividade existe na
localizagdo no trato digestivo, sem ser estrita,
no entanto. A preferéncia por determinados
hospedeiros pode ser condicionada pelos fatores
ambientais que estido presentes em dreas mais
distais do trato digestivo. Travassos e Cury
(1971) mostraram que C. slooffii é capaz de
crescer em pH 3.0 em meio de composi¢do qui-
mica definida. Contudo, njo existe evidéncia da
presenca ou nao do mesmo conjunto de fatores
nutricionais nos extratos de estdmago, que re-
produzam as condi¢Oes das experiéncias de cres-
cimento. E possivel que fatores estomacais
sejam importantes na implantacdo de Saccharo-
mycopsis guttulata em coelhos, de modo sele-
tivo. Mais remotamente, fatores estomacais se-
riam estimulantes da fixa¢3o de Torulopsis gla-
brata em humanos. Com relacdo a C slooffii, T.
pintolopesii e T. bovina, no entanto, nio hj
evidéncia de que fatores presentes no estdmago
sejam condicionantes da fixa¢do seletiva em
determinados hospedeiros.

As curvas de viabilidade foram realizadas
tendo em vista que a adicdo de extratos a meio
de cultura jd balanceado nutritivamente podia
mascarar a presen¢a de fatores inibidores. Em-
bora ocorresse inibi¢do em presenca de extratos
provenientes de diferentes 4dreas do estdomago,
ndo hauve evidéncia de inibicao seletiva.

A distribuigdo de leveduras do género Toru-
lopsis sp. na mucosa do estdmago animal, em-
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bora nao tenha sido caracterizada a espécie 1.
pintolopesii, esta na dependéncia do balango
biologico exercido pela presenga de bacteénas
laticas (Savage, 1970). O balan¢o bioldgico
pode ser, pois, o principal fator na fixacao de
leveduras psicrofobicas em hospedeiros animais,
nao existindo outros fatores inibidores soluveis.

Quanto 3 a¢do de diversos soros sobre o cres-
cimento e viabilidade de leveduras, ressalvas
devem ser feitas com relagao as experiéncias de
crescimento. Ndo hd evidéncia de que a presen-
¢a de anticorpos especificos provogquem inibi-
¢30 no crescimento de leveduras em meio nutri-
tivo complexo. Tal efeito podera eventualmente
ser provocado por outros fatores que nio espe-
cificamente anticorpos. E conhecida a presen-
¢a de fatores inibidores no soro de animais com
atividade deletéria ao crescimento de Candida
albicans. Nao hi evidéncia de que tais fatores
sejam ativos contra leveduras psicrofdbicas.

Nas experiéncias de viabilidade em presenca
de soros, algum efeito seletivo foi observado
ap0s 24 horas de contato com os soros. Desta
forma C. slooffii apresentava maior viabilidade
em presenca de soro de cavalo do que 7. pinto-
lopesii e T. bovina. Coincidentemente C sloo-
ffii é um habitante comum de cavalos ao con-
trario de outras leveduras. As percentagens de
sobrevida em presenca de soro de camundongo
~ favorecem a amostra de 7. pintolopesii ¢ menos
as amostras de C. slooffii e T. bovina.

Outros soros, como os de cobaio e carneiro,
favorecem a amostra de 7. pintolopesii, embora
tal resultado n3o tenha relagao com a especifici-
dade para o hospedeiro exibida pelas diversas
espécies.

Os resultados do presente trabalho mostram
que fatores nutricionais estomacais nao tém ati-
vidade no determinismo da ecologia das espé-
cies estudadas. Fatores séricos podem ser im-
portantes, embora associados a condi¢des nutri-
tivas locais em areas mais distais do trato diges-
tivo. A auséncia de resultados muito definidos
na separacao destas amostras, em relacdo ao
hospedeiro, estd de acordo com os resultados
obtidos recentemente (Mendonga-Hagler &
Phatt, 1974, em publicacido) que mostram que
espécies de leveduras termofilas formam DNAs
com idéntica composicio de GC%, bem como
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hibridizando cruzadamente com alta eficiéncia.
E possivel que apenas C slooffii possa ser sepa-
rada dos demais tipos tendo em vista suas pro-
priedades nutritivas (Travassos & Mendonga,

1972).

SUMMARY

The psychrophobic yeasts Torulopsis pinto-
lopesii, Torulopsis bovina and Candida slooffii
were studied aiming at determining some of the
factors important for the specificity of yeast-
dwelling in certain hosts. These factors seem to
be related in part to the nutritional require-
ments of the strains. Stimulatory or inhibitory
factors extracted from the stomach of difterent
animal species were unrelated to the specific
fixation of certain yeasts in their hosts. We
cannot however exclude that factors present in
the more distal areas of the digestive tract are
responsible for this specific fixation. Studies on
the viability of yeasts in presence of animal sera
suggest that serum factors may be equally
important in determining the host-specificity of
some psychrophobic yeasts.
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